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A fajok populációi folyamatosan evolválódnak, hogy alkalmazkodjanak azon környezeti 
tényezőkhöz, amelyek között élniük és szaporodniuk kell. A biotikus és abiotikus környezeti 
feltételek azonban az egyes egyedek élete során is állandóan változnak, amelyekre az 
organizmusoknak rugalmasan kell tudniuk válaszolni, hogy megfeleljenek a kihívásoknak 
(West-Eberhard, 2003). Ennek megfelelően az élőlények egyedei képesek fenotípusukat a 
környezeti változókhoz igazítani, úgy, hogy megváltoztathatják élettanukat, morfológiájukat, 
fejlődésük és növekedésük ütemét, illetve viselkedésüket (Harvell, 1990; Tollrian & Harvell, 
1999; West-Eberhard, 2003; Miner et al., 2005). Egy adott genotípus e képességét, hogy eltérő 
környezetben eltérő feontípusokat hozzon létre, fenotípusos plaszticitásnak hívjuk (West-
Eberhard, 1989; Futuyma, 1998; West-Eberhard, 2003; Pigliucci, 2005) és az élővilág 
sokszínűségének kialakításában, valamint az ökológiai és evolúciós folyamatokban betöltött 
alapvető szerepe széleskörűen elismert (Harvell, 1990; Tollrian & Harvell, 1999; Agrawal, 
2001; West-Eberhard, 2003; Miner et al., 2005; Fordyce, 2006; Pfennig et al., 2010). Az 
indukálható védekezések (Harvell, 1990; Tollrian & Harvell, 1999) a fenotípusos plaszticitás 
speciális esetei, amelyeket biotikus környezeti hatások, például ragadozók, versenytársak, 
kórokozók vagy paraziták váltanak ki. 
 A mérgező anyagok felhalmozása és használata ökológiailag és evolúciósan is fontos 
adaptáció a fajok közötti kölcsönhatások tekintetében és az élet minden doménjében elterjedt 
(Keeler & Tu, 1991; Singh & Tu, 1996; Mebs, 2001; Brodie, 2009; Fry et al., 2009; Yamaguchi 
et al., 2011; Casewell et al., 2013; Makarova et al., 2013). Bár az ellenségek által kiváltott, 
indukálható méregtermelés jelensége jól ismert a növények esetében (Tollrian & Harvell, 1999; 
Chen, 2008; McCall & Fordyce, 2010), az ritkán kutatott, hogy az állatok is képesek-e veszély 
esetén plasztikus válaszra méregtermelésük fokozásával vagy méreganyagaik szelektív 
kifejezésével (Hettyey et al., 2014).    
 
A kémiai védekezés indukálhatósága az állatvilágban 
A méreganyagok predációban betöltött funkciója (Fry et al., 2009; Casewell et al., 2013) 
mellett az is elterjedt, hogy az állatok ellenfeleik elrettentésére alkalmazzák őket (Mebs, 2001; 
Brodie, 2009). Ezt nevezzük kémiai védekezésnek. Ilyen méreganyagokat számos faj esetében 
leírtak már, és sokszor az ellenfelekre (pl. ragadozókra és potenciálisan parazitákra és 
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kórokozókra) kifejtett hatásuk is jól ismert (Blum, 1981; Tachibana, 1988; Pawlik, 1993; 
Toledo & Jared, 1995; Mebs, 2001; Cunha Filho et al., 2005; Tempone et al., 2008; Savitzky 
et al., 2012). Ezen felül az állati toxinokat intenzíven kutatják gyógyszeripari jelentőségük miatt 
is (Fox & Serrano, 2007; King, 2011).  
 Annak fényében, hogy ennyi tudunk a természetesen előforduló méreganyagokról, az 
állatokról, amelyek hasznosítják őket, valamint a mérgeknek az ily módon védett fajok és 
ellenfeleik ökológiájában és evolúciójában betöltött fontos szerepéről (pl. Brodie et al., 2002; 
Hanifin et al., 2008; Dobler et al., 2012), meglepő, hogy a kémiai védekezés indukálhatósága 
kevés figyelmet kapott a múltban (Hettyey et al., 2014). Csupán néhány kutatás foglalkozott az 
indukálható kémiai védekezés témakörével, amelyek azt találták, hogy a szesszilis 
gerinctelenek, ragadozó általi veszélynek vagy strukturális sérülésnek kitéve,  méregtermelésük 
fokozásával reagálnak (Ebel et al., 1997; Slattery et al., 2001; Thornton & Kerr, 2002), csakúgy 
mint a barna varangy (Bufo bufo) ebihalai szennyező anyagok esetében (Bókony et al., 2017). 
Az, hogy ragadozók kiváltanak-e plasztikus választ a méregtermelésben, a gerincesek esetén 
vitatható (Benard & Fordyce, 2003; Hagman et al., 2009; Marion et al., 2015; Bucciarelli et al., 
2017). Ennek oka az, hogy az ezt megelőző kutatások vagy olyan fajokat vizsgáltak (kaliforniai 
gőte, Taricha torosa, Bucciarelli et al., 2017), amelyek aktív méregtermelése kétséges (Daly, 
2004; Chau et al., 2011; Bane et al., 2014, de lásd Hanifin et al., 2002; Lehman et al., 2004), 
vagy amelyekben a méreganyagok aktív szintézisét nem sikerült explicit módon kimutatni 
abban az életszakaszban, amikor az indukáló környezeti hatást érzékelték az állatok (Benard & 
Fordyce, 2003; Hagman et al., 2009; Hayes et al., 2009). Továbbá néhány esetben a kutatók 
manuálisan szimulálták a ragadozók támadását (Marion et al., 2015; Bucciarelli et al., 2017). 
Lehetséges, hogy e módszerrel egy nem szelektív, általános stresszválaszt váltottak ki az 
állatokból, nem pedig kifejezetten ragadozók elleni védekezést. Emellett jóformán semmit nem 
tudunk ebben a tekintetben a versenytársak szerepéről és az indukált védekezés költségeiről 
(Benard & Fordyce, 2003; Hagman et al., 2009; Hettyey et al., 2014).     
  
Kétéltűek mint modellállatok 
A kétéltűek a fenotípusos plaszticitás kutatásának klasszikus modellállatai (Miner et al., 2005). 
Főleg a farkatlan kétéltűek (békák) ebihalairól mutatták ki, hogy sokféle környezeti hatás, 
például ragadozók vagy versenytársak jelenlétében képesek megváltoztatni morfológiájukat, 
viselkedésüket és számos életmenet jellemzőjüket (Laurila et al., 1998; Chivers et al., 1999; 
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Lardner, 2000; Van Buskirk & McCollum, 2000; Relyea, 2001; Van Buskirk, 2002; Van 
Buskirk & Arioli, 2002; Relyea, 2003; 2004; Kishida & Nishimura, 2005; Steiner, 2007). Ezen 
felül a kétéltűek sokféle méreganyagot használnak önvédelemre (Toledo & Jared, 1995; Daly, 
2003), tehát alkalmas modellállatok a kémiai védekezés ökológiájának és evolúciójának 
kutatására. 
 A kétéltűek között az egyik legközismertebb, mérgező bőrváladékkal rendelkező 
csoport a varangyok (Bufonidae család; Toledo & Jared, 1995). A varangyméreg fő összetevői 
az ún. bufadienolidok (Flier et al., 1980; Krenn & Kopp, 1998; Mebs et al., 2007; Gao et al., 
2010), amelyek kardiotoxikus hatású, Na+/K+ ATPáz gátló szteroid származékok (Flier et al., 
1980; Pierre & Xie, 2006; Schoner & Scheiner-Bobis, 2007; Lingrel, 2010). A varangyok 
ezeket az anyagokat már nagyon korai fejlődésű stádiumuktól kezdve tartalmazzák (Mebs et 
al., 2007; Hayes et al., 2009; Bókony et al., 2016; Bókony et al., 2017; Ujszegi et al., 2017), 
habár azt, hogy az ebihalak képesek lennének a bufadienolidok aktív termelésére, eddig nem 
sikerült egyértelműen bizonyítani (Benard & Fordyce, 2003; Hayes et al., 2009). Mindazonáltal 
a bufadienolidok hatékonyan védik a varangyokat sok ragadozó, sőt, in vitro körülmények 
között, paraziták és kórokozók ellen is (Kruse & Stone, 1984; Henrikson, 1990; Denton & 
Beebee, 1991; Peterson & Blaustein, 1991; Lawler & Hero, 1997; Cunha Filho et al., 2005; 
Gunzburger & Travis, 2005; Tempone et al., 2008). Ezenfelül megfigyelték, hogy a varangyok 
ebihalai negatívan hatnak versenytársaikra, például más békafajok ebihalaira (Licht, 1967; 
Wilbur & Alford, 1985). Felvetődött, hogy az ebihalak kémiai anyagokkal érik el ezt (Licht, 
1967), és legalább egy esetben (Crossland & Shine, 2012) a bufadienolidokra terelődött a gyanú 
az allelopatikus hatás kapcsán (Reigosa et al., 2006). Ezek a méreganyagok tehát a varangyok 
számára fontos szerepet játszhatnak számos környezeti veszély kivédésében.          
      
Célkitűzések és módszerek 
Az itt felsorakoztatott kísérletekben a fő célkitűzésünk az volt, hogy vizsgáljuk a ragadozók és 
versenytársak által indukált kémiai védekezést a gerincesek esetében, a barna varangy (Bufo 
bufo), mint modellállat segítségével. E faj ebihalai kevésbé plasztikusak másokéihoz lépest, ha 
indukált morfológiai vagy viselkedésbeli védekezésről van szó (Laurila et al., 1998; Lardner, 
2000; Van Buskirk, 2002), de már életük korai szakaszától kezdve tartalmaznak 
bufadienolidokat (Mebs et al., 2007; Bókony et al., 2016; Bókony et al., 2017; Ujszegi et al., 
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2017) és számos ragadozó kerüli az elfogyasztásukat (Henrikson, 1990; Denton & Beebee, 
1991). Ez azt sugallja, hogy a barna varangy ebihalak elsősorban hatékony méregarzenáljukra 
támaszkodnak az ellenfelek elleni védekezésben. A tézis szövegében az egyes kéziratokra, 
publikált cikkekre, illetve tartalmukra azok félkövéren szedett, római betűvel jelzett számaival 
hivatkozok (I-IV).      
Kísérleteink során a varangy ebihalakat a laborban, illetve kültéri mezokozmoszokban 
neveltük. A mezokozmoszok önfenntartó kísérleti rendszerek, amelyek közel természetes 
körülményeket biztosítanak az ebihalaknak. Kétéltűekkel kapcsolatos vizsgálatok esetén ezek 
olyan, pár litertől kb. 1000 literig terjedő űrtartalmú tartályok, amelyek tartalmaznak az állatok 
számára búvóhelyet (általában leveleket), illetve természetesen előforduló fito- és zooplanktont 
(pl. Van Buskirk, 2002; Relyea, 2004; Bókony et al., 2017). A kémiai analízishez az ebihalakat 
70 %-os (I. és III. cikk) vagy abszolút (II. és IV. cikk), HPLC tisztaságú metanolban 
konzerváltuk. Az állatok méreganyagait nagyteljesítményű folyadékkromatográfhoz kapcsolt 
tömegspektrométerrel (HPLC-DAD-MS) elemeztük. A kísérletek után a megmaradt állatokat 
minden esetben visszaengedtük a természetbe a befogásuk helyén. A méregtartalommal 
kapcsolatos adatokat általános, illetve általánosított lineáris kevert modellekkel elemeztük az R 
szoftver segítségével (R Development Core Team, 2017).  
    
► I. cikk  A kémiai védekezés indukálhatósága és ontogenezise 
A kísérlet során a fő célunk az volt, hogy tanulmányozzuk a kémiai védekezés változását 
az egyedfejlődés során, ebihalakon és metamorfózison átesett fiatal egyedeken, 
megvizsgáljuk, hogy a ragadozókra utaló kémiai jelek jelenléte indukál-e változást a 
méregtermelésben az ontogenezis folyamán, illetve, hogy felmérjük a plasztikus kémiai 
védekezés energetikai költségeit. 
 Ehhez 10 varangypár utódait használtuk. Közvetlenül a petékből való kikelés után 
mintaként konzerváltunk 4 ebihalat minden családból, hogy meghatározzuk a bufadienolid 
tartalom alapszintjét a lárvális fejlődés elején. Ezek után az ebihalakat hármasával, 1,5 liter 
helyreállított szűrt vízben (reconstituted soft water, RSW), laboratóriumban neveltük 
tovább. Háromfaktoros kísérleti elrendezést alkalmaztunk két ragadozó kezeléssel (kontroll 
vagy ragadozókra utaló kémiai jelek jelenléte, amelyeket külön tartott sebes acsa lárvák, 
Aeshna cyanea; és felnőtt, hím pettyes gőték, Lissotriton vulgaris szolgáltattak), két 
táplálékmennyiséggel (ad libitum vagy csökkentett) és 4 mintavételezési időponttal az 
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ebihal stádium folyamán, illetve frissen átalakult békák esetében. Összesen 200 minta 
kémiai összetételét elemeztük.              
 
► II. cikk Versenytársak által indukált kémiai védekezés 
Ebben a vizsgálatban kísérletesen teszteltük azon hipotéziseket, hogy a saját, vagy más 
fajból származó versenytársak megnövekedett méregtermelést indukálnak varangyokban 
és, hogy a varangy ebihalak képesek allelokemikáliákként hasznosítani a bufadienolidokat, 
ezzel elnyomva versenytársaikat. 
 Ehhez 9-9 frissen rakott varangy petezsinórból, illetve erdei béka (Rana dalmatina) 
petecsomóból gyűjtöttünk petéket és a kikelő ebihalakat 40 literes kültéri 
mezokozmoszokban neveltük különböző egyedsűrűségeken. A denzitásokat úgy 
választottuk ki, hogy azok alacsony, közepes és magas versengést reprezentáljanak. Három 
kezelési csoport csak varangy ebihalakat tartalmazott, hogy teszteljük, az ebihalak 
megváltoztatják-e a bufadienolidok termelését a fajtársak egyedszámának függvényében. 
További három kezelési csoportban keverve tartottuk a két fajból származó ebihalakat, hogy 
összehasonlíthassuk a fajtársak és a másfajú ebihalak hatását. Végül két kezelési csoport 
csak erdei béka ebihalakat tartalmazott, amelyek kontrollként szolgáltak annak tesztelésére, 
hogy a varangy ebihalak jelenléte gátolja-e fejlődésüket és növekedésüket. A kísérlet 
lezárásakor minden ebihalat megmértünk, és a varangy ebihalakat metanolban (n = 398), 
míg az erdei béka ebihalakat 50%-os etanolban (n = 216) tartósítottuk. Az ebihalak fejlődési 
stádiumát sztereomikroszkóp segítségével határoztuk meg.         
 
► III. cikk A kémiai védekezés indukálhatósága különböző ragadozók által 
Ebben a kísérletben azt vizsgáltuk, hogy az ebihalak megváltoztatják-e méregtermelésüket 
általában véve ragadozók jelenlétében, illetve négy olyan, filogenetikailag egymástól távol 
eső ragadozó faj esetén, amelyek veszélyességükben is nagymértékben eltérnek egymástól. 
Emellett felmértük a ragadozókra adott válasz adaptív voltát is. 
 Ehhez 12 családból származó varangy ebihalakat 130 literes kültéri mezokozmoszokban 
neveltünk sebes acsa lárva (A. cyanea, ezentúl szitakötő), hátonúszó poloska imágó 
(Notonecta sp.), juvenilis tüskés pikó (Gastersoteus aculeatus) vagy felnőtt, hím pettyes 
gőte (L. vulgaris) jelenlétében vagy hiányában. Mezokozmoszokként egy ragadozót 
részlegesen alámerített ketrecekben tartottunk. A kémiai analízishez kétszer vettünk mintát, 
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egyrészt a kísérlet 13. vagy 14. napján (n = 60), majd a metamorfózis kezdetekor (n = 60). 
Vizsgáltuk továbbá az ebihalak viselkedését, testtömegét, morfológiáját, az ebihal stádium 
hosszát és túlélésüket is. 
    A ragadozókra adott válasz adaptív voltának vizsgálatához predációs tesztet 
végeztünk a következőképpen. A kísérlet 13. napján egyenként 6 varangy ebihalat és 6 
gyepi béka (Rana temporaria) ebihalat helyeztünk át 40 literes tartályokba. Minden 
ragadozó fajhoz és varangy családhoz két ilyen tartályt használtunk. Az egyik tartályba 6, 
ragadozóval együtt nevelt varangy ebihal került, a másikba pedig 6 kontroll egyed. Így 96 
tartályt kaptunk (4 ragadozófaj × 2 ragadozó kezelés, azaz, hogy az ebihalak ragadozóval 
vagy nélkülük nevelkedtek-e × 12 család). Egy nap akklimatizációs periódus után (a kísérlet 
14. napján) a tartályokba behelyeztük a hozzájuk rendelt szabadon úszó ragadozó egyedet 
is. A kísérlet végén megszámoltuk a túlélő ebihalakat és megmértük a ragadozók 
testméretét.  
     
► IV. cikk Ragadozó indukált kémiai védekezés különböző populációkban 
Ebben a kísérletben a ragadozók által indukált kémiai védekezés populációk közötti 
változatosságát vizsgáltuk meg.  
 Ehhez 10-10 varangy petezsinórból gyűjtöttünk petéket 6 különböző tóból. A tavak 
közül 3, halakat is tartalmazó állandó víztest, míg 3, halak nélküli, időszakos kistó volt. A 
kikelő ebihalakat a laborban, 0,7 liter RSW-ben neveltük óriás szitakötőktől (Anax 
imperator), felnőtt csapó sügérektől (Perca fluviatilis) vagy felnőtt, hím pettyes gőtéktől 
(L. vulgaris) származó szaganyagok jelenlétében vagy hiányában. A kísérlet lezárásakor 
minden ebihalat (n = 240) metanolban tartósítottunk.      
 
Új tudományos eredmények 
► Kimutattuk, hogy a barna varangy ebihalai plasztikus kémiai védekezéssel, azaz a 
bufadienolid termelés fokozásával reagálnak táplálékhiány esetén (I. cikk), illetve 
versenytársak (II. cikk) és ragadozók jelenlétére (IV. cikk). 
► Az ebihalak a megfigyelt plasztikus válaszokat ugyanabban a (lárvális) életszakaszban 
fejezték ki, mint amikor a kiváltó kémiai szignál is jelen volt. 
► Bizonyítottuk, hogy kétéltűek ebihalai képesek de novo méregtermelésre (I. cikk). 
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► Megfigyeltük a bufadienolid tartalom korai életszakaszokban történő változásának egy 
eddig le nem írt mintázatát, amely összefügg az ebihalak ragadozókkal szembeni 
érzékenységének változásával az egyedfejlődés során (I. cikk). 
► Azt találtuk, hogy kísérleti kezeléstől függetlenül, a varangy ebihalak gyakran 
áldozatául estek a szitakötő lárváknak és kisebb mértékben a hátonúszó poloskáknak, 
míg a tüskés pikók és a pettyes gőték számára az esetek többségében ehetetlennek 
bizonyultak (III. cikk).   
► Szabadon úszó szitakötő lárváknak kitéve, az ezzel a ragadozóval nevelt ebihalak 
jobban éltek túl, mint kontroll körülmények között tartott társaik (III. cikk). 
► Populációk közötti különbségeket figyeltünk meg a ragadozók által indukált válasz 
erősségében a bufadienolidok számát tekintve, ugyanakkor a származási hely nem volt 
hatással a bufadienolidok összmennyiségére (IV. cikk).            
 
Összefoglalás 
Összességében, az itt bemutatott kutatások az állati kémiai védekezés plasztikusságának eddigi 
legátfogóbb vizsgálatát képezik. Nyilvánvaló az eredményeink alapján, hogy számos 
környezeti hatás képes indukálni a barna varangy ebihalak méregtermelését (lásd még Bókony 
et al., 2017), amely arra utalhat, hogy a bufadienolidok többféle veszély ellen is hatékony 
védelmet biztosítanak. Habár nem találtunk arra utaló bizonyítékot, hogy e vegyületek más 
fajokkal szemben allelopatikus hatással bírnának (II. cikk), azt kimutattuk, hogy a megfigyelt 
méregmennyiség megvédi az ebihalakat a gerinces ragadozóktól, de kevésbé hatékony a 
gerinctelen ragadozókkal szemben, amelyek adaptálódhattak, hogy mérsékeljék a 
bufadienolidok hatását (III. cikk). Tehát a ragadozó és préda közötti koevolúciós fegyverkezési 
versenyben bizonyos ragadozókkal szemben a varangyok állnak nyerésre a szaporodó 
helyeiken, míg mások esetében nem.  
 Eredményeink azt is sugallják, hogy az egyedfejlődés során megfigyelhető bufadienolid 
mennyiség változás az ontogenezis során megjósolhatóan alakuló predációs veszélyhez való 
alkalmazkodás következménye és így konstitutív, életkor függő változást képvisel a ragadozók 
elleni védelemben (I. cikk). 
 Fontos, hogy eredményeink valószínűleg az egyidejűleg ható természetes szelekció 
következményeit tükrözik, hiszen a méregtermelésben bekövetkezett indukált változásokat 
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ugyanabban a környezetben figyeltük meg, amelyben az ebihalak az indukáló kémiai 
szignálokat, tehát a táplálékhiányt (I. cikk), a versenytársakat (II. cikk), illetve a ragadozókra 
utaló szaganyagokat (IV. cikk) észlelték. Ezen felül, a megfigyelt változásokat olyan ragadozók 
okozták, amelyek a természetben együtt fordulnak elő a barna varangy ebihalakkal (IV. cikk). 
 Megválaszolatlan marad azonban a kérdés, hogy végtére is mennyire költséges az 
indukálható kémiai védekezés és kifejeződése milyen csereviszonyban áll más fontos életmenet 
jellemzőkkel (I. és III. cikk). Azonban a költségek sok esetben nehezen kimutathatóak (DeWitt 
et al., 1998; Pigliucci, 2005), részben mivel nem feltétlenül nyilvánulnak meg a plasztikus 
válasszal egy időben, különösen olyan fajoknál, amelyek, a kétéltűekhez hasonlóan, komplex 
életmenettel rendelkeznek (Tollrian & Harvell, 1999; Van Buskirk & Saxer, 2001; Benard, 
2004; Steiner, 2007). 
 Összességében vizsgálataink rávilágítanak azon környezeti tényezők sokszínűségére, 
amelyek befolyásolhatják a gerincesek kémiai védekezésének kifejeződését és hatékonyságát, 
mint például a ragadozók és a kémiai védettséget élvező prédáik koevolúciós története, a 
ragadozók méreg érzékenysége, vagy más környezeti faktorok hatása (lásd még Bókony et al., 
2016; Bókony et al., 2017). Ezért, ha plasztikus kémiai védekezés kimutatására törekszünk, 
figyelembe kell vennünk e sokszínűség jelentőségét. A jövőbeli kutatásoknak célja kell, hogy 
legyen a ragadozók és versenytársak kombinált hatásának egyértelmű vizsgálata. Szintén 
további vizsgálatok szükségesek, hogy a bufadienolidok más veszélyekkel (pl. 
kannibalizmussal és kórokozókkal) szembeni hatékonyságát egyértelműen tesztelhessük (de 
lásd Ujszegi et al., 2017).                                         
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Populations of species constantly evolve to adapt to various environmental conditions under 
which they have to live and propagate. However, abiotic and biotic environmental conditions 
perpetually change even during the lifetime of individuals, therefore organisms have to possess 
flexible responses to be able to adapt to the diverse challenges at hand (West-Eberhard, 2003). 
Indeed, individuals can adjust their phenotype to environmental factors by changing their 
physiology, morphology, development and growth rate, as well as behaviour (Harvell, 1990; 
Tollrian & Harvell, 1999; West-Eberhard, 2003; Miner et al., 2005). This ability of a given 
genotype to produce different phenotypes under different environmental conditions is called 
phenotypic plasticity (West-Eberhard, 1989; Futuyma, 1998; West-Eberhard, 2003; Pigliucci, 
2005) and its fundamental effects on shaping diversity, and ecological and evolutionary 
processes have been extensively recognised (Harvell, 1990; Tollrian & Harvell, 1999; Agrawal, 
2001; West-Eberhard, 2003; Miner et al., 2005; Fordyce, 2006; Pfennig et al., 2010). Inducible 
defences (Harvell, 1990; Tollrian & Harvell, 1999) are special cases of phenotypically plastic 
responses to biotic environmental factors, such as predators, competitors, pathogens and 
parasites.  
An ecologically and evolutionary important adaptation in interspecific interactions is 
the accumulation and use of toxic substances, which is widespread in all domains of life (Keeler 
& Tu, 1991; Singh & Tu, 1996; Mebs, 2001; Brodie, 2009; Fry et al., 2009; Yamaguchi et al., 
2011; Casewell et al., 2013; Makarova et al., 2013). While the ability of inducible expression 
of toxins in response to disturbance by enemies is well-known in plants (Tollrian & Harvell, 
1999; Chen, 2008; McCall & Fordyce, 2010), it is scarcely studied if animals are capable of 
displaying plastic responses to threats by upregulating the synthesis of toxins or selectively 
expressing them (Hettyey et al., 2014).      
 
Inducibility of animal chemical defences   
Apart from their function in predation (Fry et al., 2009; Casewell et al., 2013), the utilization 
of toxic or noxious compounds for deterring enemies, i.e. chemical defence, is also widespread 
(Mebs, 2001; Brodie, 2009). Such deterrent compounds have been identified in various taxa, 
and their effects on adversaries (such as predators, and potentially parasites and pathogens) are 
well-known in many cases (Blum, 1981; Tachibana, 1988; Pawlik, 1993; Toledo & Jared, 1995; 
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Mebs, 2001; Cunha Filho et al., 2005; Tempone et al., 2008; Savitzky et al., 2012). Moreover, 
animal toxins are intensively studied as starting points in pharmaceutical research (Fox & 
Serrano, 2007; King, 2011).  
Given that we possess such a vast knowledge about naturally occurring toxins and their 
host animals, and that toxins play such an important role in the ecology and evolution of 
chemically defended species and their enemies (e.g. Brodie et al., 2002; Hanifin et al., 2008; 
Dobler et al., 2012), it is surprising that the inducibility of chemical defences has received little 
attention in the past (Hettyey et al., 2014). Only a few studies have tested for inducible chemical 
defences in animals, showing that sessile invertebrates respond to predation risk or structural 
damage with increased toxin production (Ebel et al., 1997; Slattery et al., 2001; Thornton & 
Kerr, 2002), and common toad (Bufo bufo) tadpoles respond similarly to contaminants (Bókony 
et al., 2017). Whether predators induce toxin synthesis in vertebrate prey has remained 
controversial (Benard & Fordyce, 2003; Hagman et al., 2009; Marion et al., 2015; Bucciarelli 
et al., 2017) since former studies tested in this regard either species (California newts, Taricha 
torosa; Bucciarelli et al., 2017) whose ability to actively synthesise toxic compounds is 
doubtful (Daly, 2004; Chau et al., 2011; Bane et al., 2014, but see Hanifin et al., 2002; Lehman 
et al., 2004), or species in which active production was not explicitly demonstrated in the same 
life stage when the inducing environmental factors were presented to animals (Benard & 
Fordyce, 2003; Hagman et al., 2009; Hayes et al., 2009). Furthermore, some former studies 
used manually simulated predator attacks (Marion et al., 2015; Bucciarelli et al., 2017). By 
using such an approach, the authors may have induced a non-selective, general stress response 
in their test animals rather than an anti-predator defence. Also, close to nothing is known about 
the effect of competitors and the costs of induced defences in this regard (Benard & Fordyce, 
2003; Hagman et al., 2009; Hettyey et al., 2014).  
   
Amphibians as model organisms 
Amphibians are classic model organisms in phenotypic plasticity research (Miner et al., 2005). 
Especially tadpoles of anurans (i.e. frogs and toads) have been shown to display plastic changes 
in morphology, behaviour and several life-history traits against various environmental factors, 
including predators and competitors (Laurila et al., 1998; Chivers et al., 1999; Lardner, 2000; 
Van Buskirk & McCollum, 2000; Relyea, 2001; Van Buskirk, 2002; Van Buskirk & Arioli, 
2002; Relyea, 2003; 2004; Kishida & Nishimura, 2005; Steiner, 2007). Moreover, amphibians 
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are also known to utilize a plethora of toxic compounds for self-defence (Toledo & Jared, 1995; 
Daly, 2003), therefore they are suitable model organisms for studying the ecology and evolution 
of induced chemical defences.  
Among anurans, bufonid toads are one of the most notorious for having toxic skin 
secretions (Toledo & Jared, 1995). The main toxic components of bufonid poison are 
bufadienolides (Flier et al., 1980; Krenn & Kopp, 1998; Mebs et al., 2007; Gao et al., 2010), 
which are cardiotoxic steroid derivatives with a Na+/K+ ATPase inhibitory function (Flier et al., 
1980; Pierre & Xie, 2006; Schoner & Scheiner-Bobis, 2007; Lingrel, 2010). Toads contain 
these compounds from a very early age on (Mebs et al., 2007; Hayes et al., 2009; Bókony et 
al., 2016; Bókony et al., 2017; Ujszegi et al., 2017), however, active toxin production in the 
tadpole stage has not been explicitly demonstrated before (Benard & Fordyce, 2003; Hayes et 
al., 2009). Nonetheless, bufadienolides effectively deter many predator species, and inhibit 
even some parasites and pathogens in vitro (Kruse & Stone, 1984; Henrikson, 1990; Denton & 
Beebee, 1991; Peterson & Blaustein, 1991; Lawler & Hero, 1997; Cunha Filho et al., 2005; 
Gunzburger & Travis, 2005; Tempone et al., 2008).  Furthermore, toad tadpoles have been 
observed to have strong negative effects on competitors, such as larvae of other anuran species 
(Licht, 1967; Wilbur & Alford, 1985). It has been proposed that amphibian tadpoles interfere 
with each other using chemical compounds (Licht, 1967), and although the mediating agents 
are not known, in one case (Crossland & Shine, 2012), bufadienolides have been suggested as 
potential culprits causing the allelopathic effect (Reigosa et al., 2006). Therefore, 
bufadienolides may play an important role in the defence of toads against multiple 
environmental threats. 
 
Aims and methods 
In the studies presented here, our general aim was to investigate predator- and competitor-
induced chemical defence in vertebrates using tadpoles of the common toad (Bufo bufo) as 
model organisms. Common toad tadpoles are less plastic than other species in terms of 
inducible morphological or behavioural defences (Laurila et al., 1998; Lardner, 2000; Van 
Buskirk, 2002), but contain bufadienolide toxins already in the larval stages (Mebs et al., 2007; 
Bókony et al., 2016; Bókony et al., 2017; Ujszegi et al., 2017) and several predators find them 
unpalatable (Henrikson, 1990; Denton & Beebee, 1991). This suggests that toad tadpoles are 
mainly dependent on an effective toxin arsenal for deterring enemies. Throughout the text I 
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refer to the corresponding scientific papers and their content using bold-faced roman numbers 
(I – IV).  
In our studies we kept tadpoles in the laboratory or in outdoor mesocosms. Mesocosms are 
self-sustaining experimental areas, which provide semi-natural circumstances for focal animals. 
In research involving amphibian tadpoles, mesocosms are containers in the size range from a 
couple to approximately 1000 litres, that contain shelter (usually leaves) and are inoculated with 
naturally occurring phyto- and zooplankton (e.g. Van Buskirk, 2002; Relyea, 2004; Bókony et 
al., 2017). We sampled toad tadpoles for the chemical analysis by conserving them in 70 percent 
(Papers I and III) or absolute methanol (Papers II and IV). We analysed toxin content using 
high-performance liquid chromatography with diode-array detection and mass spectrometry 
(HPLC-DAD-MS). After the experiments we released all remaining animals at the site of their 
collection. We analysed data regarding toxin content using general and generalized linear 
mixed-effects models in R (R Development Core Team, 2017).     
 
► Paper I Ontogenetic variation and inducibility of chemical defence  
During this experiment, our aims were to examine ontogenetic variation in bufadienolide 
content of common toads during their larval and post-metamorphic life stages, to investigate 
if cues on predation threat induce changes in toxin production during ontogeny and to assess 
the energetic costs associated with plastic responses in toxin synthesis.  
For this experiment we used the offspring of 10 adult toad pairs. Upon hatching, we 
sampled 4 tadpoles from each family to estimate the baseline bufadienolide content at the 
start of larval development. After hatching, we kept toad tadpoles in the laboratory in groups 
of three in 1.5 L reconstituted soft water (RSW). We employed a three-factorial 
experimental design with two predator-cue treatments (control vs. chemical cues on 
predation risk, provided by separately housed southern hawker larvae, Aeshna cyanea; and 
adult, male smooth newts, Lissotriton vulgaris), two food levels (ad libitum vs. limited 
food), and four sampling occasions during the larval and early metamorphic life stages. We 
analysed 200 samples in total.      
 
► Paper II Competitor-induced chemical defence  
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This study intended to experimentally test the hypothesis that conspecific or heterospecific 
competitors induce elevated bufadienolide synthesis in toads, and to investigate if toad 
tadpoles are capable of utilizing their toxins as allelochemicals to suppress competitors. 
We collected eggs form nine freshly laid common toad clutches and from nine freshly 
laid agile frog (Rana dalmatina) clutches and raised the tadpoles in 40 L outdoor 
mesocosms in differing densities. The densities were chosen to reflect low, medium and 
high levels of competition. Three treatment groups contained only toad tadpoles to test if 
the production of bufadienolides is adjusted to the density of conspecifics. Three treatment 
groups contained tadpoles of both species to compare the effect of conspecifics to the effect 
of heterospecifics on the production of bufadienolides. Finally, two treatment groups 
contained agile frog tadpoles only, serving as controls for testing whether toad tadpoles 
inhibit the growth and development of heterospecific larvae. At the termination of the 
experiment we weighed all tadpoles and we preserved toad tadpoles (n = 398) in methanol 
and agile frog tadpoles (n = 216) in 50 % ethanol. We identified the developmental stage of 
all tadpoles by stereomicroscopic examination.     
 
► Paper III Inducibility of chemical defence by different predators  
In this study we investigated whether tadpoles adjust their chemical defences to predation 
threat in general and specifically to the presence of four, phylogenetically distantly related 
predator species largely differing in voraciousness, and assessed the adaptive value of the 
induced defence. 
We raised toad tadpoles from 12 families in 130 L outdoor mesocosms in the presence 
or absence of larvae of the southern hawker (A. cyanea, hereafter dragonfly), adult 
backswimmers (Notonecta sp.), juvenile three-spined sticklebacks (Gasterosteus aculeatus) 
or adult male smooth newts (L. vulgaris). Predators were housed in partially submerged 
cages, one cage per mesocosm. We collected samples for the chemical analysis on two 
occasions: first, we haphazardly selected one individual from each mesocosm 13 or 14 days 
after start of the experiment (n = 60); second, we conserved one toad tadpole to start 
metamorphosis from each mesocosm (n = 60). We collected further data on tadpole 
behaviour, body mass, morphology, length of larval development, and survival.  
To assess the adaptive value of induced defences, on day 13 of the experiment we placed 
6 toad tadpoles each into 40 L predation-trial tubs, accompanied by 6 common frog (Rana 
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temporaria) tadpoles. For each predator species and each toad family we used two 
predation-trial tubs: we introduced 6 toad tadpoles that had been raised with predators into 
one of the tubs, and we placed 6 predator-naïve control toad tadpoles into the other tub. This 
resulted in 96 predation-trial tubs (4 predator species × 2 toad tadpole treatment, i.e. raised 
with or without a predator × 12 families). After a 24-hour acclimatization period for 
tadpoles (on day fourteen) we released the assigned predator into each predation-trial tub. 
After termination we counted survivors of both tadpole species and assessed body size of 
predators.  
 
► Paper IV Among population variation in predator-induced chemical defence 
During this experiment our aim was to test for among-population differences in predator-
induced chemical defences of common toads.  
We collected eggs from ten common toad egg strings from each of six water bodies. 
Three of these water bodies are permanent ponds inhabited by fish, while the other three 
are temporary ponds lacking fish. We kept toad tadpoles individually, in 0.7 L RSW in the 
laboratory in the presence or absence of predator cues from larvae of the emperor dragonfly 
(Anax imperator), adults of the European perch (Perca fluviatilis) or adult males of the 
smooth newt (L. vulgaris). At the termination of the experiment we conserved all 240 
individuals for chemical analysis.     
  
Novel scientific results 
► We demonstrated plastic chemical defence, i.e. an increase in bufadienolide content, 
induced by food deprivation (Paper I), conspecifics (Paper II) and predators (Paper 
IV).  
► Tadpoles displayed the observed plastic responses in the same (larval) life stages when 
the inducing cues were presented.  
► We demonstrated de novo synthesis of toxic compounds in amphibian larvae (Paper I).  
► We observed a hitherto undescribed pattern of change in bufadienolide content during 
early life of bufonid toads, which mirrors ontogenetic change in tadpole vulnerability to 
predators (Paper I).  
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► Regardless of experimental treatment, toad tadpoles were vulnerable to dragonfly larvae 
and to a lesser degree to backswimmers, but were mostly unpalatable to backswimmers 
and smooth newts (Paper III).  
► When exposed to free-ranging dragonfly larvae, toad tadpoles that developed in the 
presence of caged specimens of this predator had higher survival compared to their 
predator-naïve conspecifics (Paper III). 
► We detected variation among tadpoles according to population of origin in the intensity 
of predator-induced changes in the number of bufadienolide compounds, but not in the 
intensity of responses in total bufadienolide quantity (Paper IV). 
 
Discussion 
Together, our studies represent the most comprehensive investigation of plastic chemical 
defences in any animal species to date. It is clear from our results, that various environmental 
factors can induce bufadienolide synthesis in common toads (see also Bókony et al., 2017), 
suggesting that toxins may be effective against multiple threats. Albeit we did not find 
allelopathic effects of these compounds against heterospecific competitors (Paper II), we show 
that the observed bufadienolide levels effectively deter vertebrate predators, but are less 
efficient in fending off invertebrates, which may have evolved adaptations to mitigate effects 
of bufadienolides (Paper III). Thus, in the co-evolutionary arms race between predators and 
prey, toad tadpoles seem to have an advantage over some, but not all predators in breeding 
ponds.  
Our results also suggest that changes in toxin content during development may be 
consequences of adaptation to predictable variation in predation risk during ontogeny, and 
therefore represent constitutive age-dependent changes in defence against predators (Paper I).   
Importantly, our findings are likely to reflect the outcome of concurrent natural selection 
because we observed inducible changes in toxin synthesis manifesting in the same environment 
in which study organisms experienced the inducing cues, i.e. food deprivation (Paper I), 
competition (Paper II) and cues on predation threat (Paper IV), and also because the observed 
changes were induced by predators that co-occur with common toad tadpoles in natural 
populations (Paper IV).  
Unanswered remains however the question of how costly ultimately induced chemical 
defences are and how their expression trades off against other important life-history traits 
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(Papers I and III). After all, costs are often challenging to demonstrate (DeWitt et al., 1998; 
Pigliucci, 2005), partly because they do not necessarily appear synchronously with the plastic 
response, and especially so in species with complex life histories, such as amphibians (Tollrian 
& Harvell, 1999; Van Buskirk & Saxer, 2001; Benard, 2004; Steiner, 2007).  
Collectively, our studies highlight the diversity of factors which can influence the 
expression and effectiveness of vertebrate chemical defences, such as the co-evolutionary 
history of predators and their chemically defended prey, the sensitivity of predators to toxins, 
as well as exposure of prey to environmental stimuli other than predation (see also Bókony et 
al., 2016; Bókony et al., 2017). Therefore, to detect plastic chemical defences, it is necessary 
to consider the implications of this complexity. Future studies should focus on explicitly testing 
the combined effect of conspecifics and predatory cues on toxin synthesis. Further experiments 
are also needed to explicitly test the effectiveness of bufadienolides against other threats (e.g. 
pathogens or cannibalism, but see Ujszegi et al., 2017).  
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